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Le domaine Choay -
la structure responsable de I'activité anticoagulante
des héparines
The Choay domain -
the structure responsible for the anticoagulant action
of heparins
H. Coenraad HEMKER . Raed Al DIERI.
Rob WAGENVOORD, Suzette BÉGUIN
nÉsunrÉ
-\ous démontrons qu'une seule et unique structure est nécessaire et sffisante pour conférer
son pouvoir anticoagulant à loute héparine d'origine naturelle et, en consëquence, son action
untithrombotique. Cette structure, identique à la molécule synthétisée par Maurice Petitou,
augmente I'interaction thrombine - antithrombine plasmatique. Elle est constituée d'un
pentasaccharide spëcifque (domaine A ou: DA) auquel sonifixés douze unités sacchari-
diques (domaine T ou DT). Nous avons baptisé cette structure IDA+DT'J < domaine
Choay > (domaine C ou DC) en mémoire de Jean Choay, un des prestigieux chimistes de
I'héparine.
Mors-clÉs : HÉpanrNn. Poryostons. TnnorunrNs. ANrrrnnouuxp
SUMMARY
We describe the common structural basis for the anticoagulant action of the many different
lrcparins available to the clinician From diferent types of heparin we prepared fractions of
virtually single molecular weight LVe determined the molar concentration of material
tHAM) containing the antithrombin (AT) binding pentasaccharide (A-domain), the
specific catalytic activity in thrombin- andfactor Xa inactivation and the capacity to inhibit
thrombin generation ( TG ) . We also calculated the molar concentration of A-domain with
I2 sugar units at its non-reducing end, i.e. the structure that carries anti-thrombin activity
( Choay- or C-domain ) The anti-thrombin activity and the fficts on TG are determined by
the concentration of C-domain and independent of the source material or Mr. High Mr
* Synapse bv, Cardiovascular Research Institute Maastricht, Medical Faculty, Universiteit,
Maastricht, B.P 616-6200 MD Maastricht, Pays-Bas.
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fractions (> i,5.000) are less active, probably through interactiott vith nttn-.4T pluvntt
proteins. Anti-factor Xa activity is not indicative o/ anticoagulant potenc\ but is ,t rcrl-sifir c
indicator of Mr and therefore predictsfavourable pharmacokinetic properties lone hrtll-lilë
in the circulation and high bioavailability.
Krv-wotos (Index Médicus) : HEPARTN. Polvsaccna.RlDEs. THR9\1BI\ A\TlrHRo\l-
BINS.
INTRODUCTION
Dans sa quête de traitements anticoagulants efficaces, le clinicien est conl'ronté à un
grand nombre d'héparines diverses, proposées par I'industrie pharmaceutique Il].
Toutes sont des mélanges hétérogènes d'oligo- et polysaccharides [2]. .\lt.rrs que les
héparines classiques, non-fractionnées (HNF), sont comparables entre eller les
héparines de bas poids moléculaire (HBPM) se distinguent par leur mode de
préparation et en conséquence par leur structure chimique ainsi que par la distnbu-
tion de leurs masses moléculaires (Mr). Il s'ensuit qu'elles diffèrent. non seulement
par leurs propriétés pharmacodynamiques (leur capacité à inhiber la coagulatr.rn du
sang), mais aussi par leurs propriétés pharmacocinétiques (demi-r'ie dans la .rrcu-
lation, biodisponibilité). La relation entre action pharmacologique et ctrmptrjitron
chimique est si compliquée que chaque HBPM est considérée, par les autLrntès
législatives, comme un médicament différent [3]. Cependant le principe biot-hrmrque
responsable de leur propriété d'accroître I'activité catalytique de l'antithrombine
plasmatique, (AT) demeure le même.
A la recherche d'un dénominateur commun à I'action pharmacologrque de. hepa-
rines nous avons trouvé qu'il existe une seule et unique structure responsable du
pouvoir anticoagulant de toute héparine d'origine naturelle et, en consâluen!-€. de
son action antithrombotique. Cette stfucture s'est avérée n'être autre que r-elle
reproduite par Maurice Petitou [4], comportant des oligosaccharides de >uthae.
assemblés de telle sorte qu'ils augmentent I'interaction thrombine - antithromblne
plasmatiques. Cette structure est constituée d'un pentasaccharide sçmlique
(domaine A ou : DA) auquel sont fixées douze unités saccharidiques (domalne T Lru
DT). Le domaine T confère au domaine A en plus de son activité anti tar'1eur \
activé (FXa) son activité antithrombine. Ainsi toute héparine possdant çttle
structure IDA + DT] d'au moins l7 monosaccharides, soit une masse mt-rlétularre de
- 5 400 daltons sera dotée d'un pouvoir anti-thrombine. Nous arons baptisc .-ette
structure [DA+DT] < domaine Choay > (domaine C ou DC) en mémoire du prs-
tigieux chimiste des héparines : Jean Choay [5].
A la recherche de la structure active des héparines nous avons fractionné l'H\F et
quatre espèces d'HBPM en fragments de masse moléculaire bien déterminê- Four
chacune de ces fractions nous avons mesuré I'activité spécifique catalltrque de
I'inactivation de la thrombine et du facteur Xa ainsi que leur capacité à inhiber la
génération de thrombine en milieu plasmatique.
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\..tre approche se distingue par le grand nombre de fractions étudiées, dont
:.-isieurs présentent des masses moléculaires identiques bien que provenant de
'rtériaux de base d'origine variée (HNF ou une ou plusieurs HBPM). De plus,
j : n S url souci de rigueur (cinétique), nous nous sommes abstenus de comparer, selon
rsase en vigueur, leurs activités par rapport à un standard mais par leurs activités
j\primées en nombre de molécules d'enzyme (thrombine ou facteur Xa) inactivées
. .rr molécule d'héparine par seconde [6].
\I\TÉRIELS ET MÉTHODES I
,es domaines A et C synthétiques nous ont été obligeamment fournis par Maurice
P:titou (Sanofi-Synthélabo Recherche, Toulouse). Les héparines naturelles (tinza-
r.irin, reviparin, nadroparin et enoxaparin), ont été fractionnées par filtration sur
3el et les masses moléculaires, déterminées par HPSEC (high performance slze
.'rclusion chromatography). Les profils d'élution obtenus se sont avérés être aussi
:troits que ceux des fractions de référence ne comportant qu'une seule masse
roléculaire.
I a teneur en matériel de haute affinité pour I'antithrombine, c'est-à-dire le nombre
le domaines A (pentasaccharide), a été titrée par une technique de fluorescence
rasée sur I'augmentation de la fluorescence naturelle de I'antithrombine par I'addi-
:ron progressive, jusqu'à saturation, des héparines à tester [8]. L'antithrombine de
:eférence a été préalablement itrée par l'élévation de sa fluorescence initiale induite
rirr une concentration connue de pentasaccharide.
En raison de la non spécificité des sucres contenus dans le domaine T, chimiquement
rndistincts des autres sucres composant la chaîne d'héparine, la teneur en domaine
C n'a pu être obtenue que par calculs. Ces calculs sont basés sur I'hypothèse que la
position du domaine A, au sein de chaque molécule de matériel de haute afflnité
pour I'antithrombine, est déterminée par le hasard. Ainsi comme on peut le voir
dans la Figure l, dans laquelle le domaine T (12 mono - saccharides) est arbitrai-
rement représenté dans la partie gauche de la molécule, dans une population de
molécules d'héparine naturelle de longueur de chaîne N (Mr - N x 320) le domaine
\ (5 saccharides) peut se trouver à N-4 positions possibles, les 4 positions à gauche
de la chaîne étant exclues. De même le domaine C (12 saccharides) peut se trouver à
)'I- I 2 positions différentes. Ainsi de toutes les molécules de longueur N qui contien-
nent le domaine A, seule une fraction de (N-12)/(N-5) peut abriter le domaine C.
.\insi dans une fraction de masse déterminée peut on calculer la concentration de
domaines C à partir de la concentration des domaines A.
En pratique ceci se traduit par une teneur en domaine C qui s'élève fortement dans
la région de masse moléculaire située entre 5 000 et l0 000 daltons. La masse
I Afin de ne pas alourdir le texte nous ne donnerons que I'essentiel de la préparation et caractéri-
.ation des héparines et nous demandons au lecteur de se reporter à la référence [7] pour plus de
détai ls
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X X X X X X X DomaineT lDomeineA x x >
xxxxxxxxx>
lSomatne-Alx x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x >
Frc. I - Représentation schématique des positions relatives des domaines actrfs dan. l'hépanne
Chaque rangée représente I'extrémité non-réductrice d'une chaine d'hépanne \ = un mono-
saccharide. DA (5 positions) et DT (12 positions) ont été rÈprésentés en encadre. Rangée I :
DT+DA situé au milieu de la chaîne : rangée 2 : position ulténeure ptx.ible de: dlrmrrnes T+A
(=C) ; rangée 3 : position ultérieure possible du domaine A
moléculaire d'un monosaccharide étant de -110 daltons une mcrler-:ule ç1E \11 -5 400
contient 17 monosaccharides. Il I a donc ll pt'rsitions pt-rssiblc pour le DA,
cependant il n'existe qu'une seule configuration [-DT t l] unitesl -- DA.] possible.
Parconséquent ,  laconcentrat iondeDCest  l / l lduDA.Si l 'hépannes'a l longed'un
monosaccharide cette fraction sera de l/13. etc.
Pour mesurer I'effet de I'hépanne sur le mécanisme de la coagulation. les temps
de coagulation sont de peu d'utilité. Le temps de Quick est insensible à toute
héparine. Le temps de céphaline acti\ée. largement utilisé en clinique. lors d'une
large étude clinique, n'a révélé que dans -i8 '', des cas l'effet d'une injection d'hépa-
rine (9 000 unités) administrée à des rolontaires sains (résultats non-publiés). La
maxime selon laquelle le traitement par les HBPM ne nécessite pas de contrôle,
occulte le fait qu'un tel contrôle est pour le moment impossible, faute de test valable.
Le seul test capable de mesurer l'effet anticoagulant des héparines, ainsi que celui de
tout autre médicament antithrombotique. est le test de génération de thrombine. Au
sein de notre laboratoire nous en avons développé une version automatisée, basée
sur I'enregistrement continu de l'augmentation de la densité optique induite par la
conversion par la thrombine d'un substrat chromogénique ajouté au plasma coagu-
lant [9] 'z.
RÉSULTATS ET DISCUSSION
Toutes les héparines, possédant les domaines A ou C, y compris celles sans effet sur
les temps de coagulation, réduisent la génération de thrombine (Fig. 2). Comparé au
pouvoir inhibiteur des DA et DC synthétiques celui de I'héparine non fractionnée se
rapproche de celui du DC. Néanmoins les HBPM présentent une relation dose-effet
quantitativement différente de celle du DC, tandis que I'activité spécifique inhi-
bitrice liée au DA, est plus faible et sa relation effet-dose qualitativement différente,
ce qui suggère un mécanisme d'action essentiellement différent. Lors d'études
antérieures, notre groupe a démontré que pour toutes les héparines naturelles,
2 Voir : www.thrombin.com.
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Frc' 2 - L'influence de l'héparine sur la génération de thrombine en plasma
\ gauche : Héparine non fractionnée (standard international).
Concentrations par ordre de hauteur de pic : 0, 0,02 ; 0,04, 0,06, 0,0g U/ml
.\ droite. Héparine de bas poids moléculaire (standard internatronal)
C-oncentrations par ordre de hauteur de pic : 0, 0,03 ; 0,05, 0,0g, 0.09 U/mt
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Frc' 3 Relations dose-effet de'héparine sur la génération de thrombine en plasma
De gauche à droite : Domaine c synthétique ; Héparine de bas poids moléculaire commercrare :
Pentasaccharide synthétique.
tiactionnées ou non (HBPM incluses), l'inhibition de la thrombine l,emporte en
elïcacité sur celle du facteur Xa. on peut également obtenir un effet pharmacolo_
vrque adéquat en inhibant le facteur Xa par des pentasaccharides de synthèse [10].cependant cet effet est obtenu avec des doses d'unités anti-Xa qui sont dansI'ensemble plus élevées que celles obtenues avec les héparines naturelres. on endéduit que I'effet anti-Xa des héparines naturelres, fractionnées ou non, ne joue pas
un rôle important.
o
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Frc 4 L'activité spécifique antithrombine de I'héparine en fonction de s..n p..rds moléculaire
Carrés : Valeurs expérimentales, Noirs : fractions de l'héparine classrque. Blancs : iractions de
bas poids moléculaire.
Cercles : Valeurs calculées en fonction de molarité du domaine -{ : \t irs : I ractt..n. de l'héparine
classique, Blancs ; fractions de bas poids moléculaire
Entre 5 000 et l0 000 daltons, I'activité spécifique anti-thrombine d'une héparine,
exprimée par concentration molaire d'héparine contenant le D.{. rane lbrtement
avec la masse moléculaire (Mr). Cette variation disparait quand trn erprlme l'acti-
vité spécifique par mole d'héparine contenant le DC (Fig. -lt.
On peut en déduire que le domaine Choay est Ia structure qui détermine l'activité
antithrombine et que le restant de la molécule ne contribue en nen à cette activité.
En fait, les molécules de haut poids moléculaire. par leur liaison électrostatique àdes
protéines plasmatiques, perdent de leur activité specifique (résultats non présentés).
Il apparaît donc que la présence d'un domaine Choal'est la conditirrn nécessaire t
suffisante pour qu'une héparine de source naturelle acquière une acli\ ité antithrom-
bine. La Figure 5 étaye cette conclusion : une grande variété de molécules. arec des
Mr entre 5 000 et 10 000 et provenant de sources différentes se comporte essentiel-
lement de manière identique en tant qu'inhibiteur de la génération de thrombine
quand on exprime leur concentration en termes de domaine Choal
De I'activité antithrombine à l'activité antithrombotique. il n v a qu un pas.
En effet tous les médicaments antithrombotiques inhibent la génération de la
thrombine.
Tout en agissant selon des mécanismes fondamentalement différents les antagonis-
tes de la vitamine K (anticoagulation orale) et I'héparine sont l'un et l'autre tout
aussi efficaces. Certaines substances bien que conçues initialement comme des
antagonistes plaquettaires diminuent aussi la génération de la thrombine en plasma
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Ftc' 5 - Inhibition de la génération de thrombine en plasma en fonction de concentratron dudomaine C' Chaque point représente I'inhibition obrenue avec une liaction de poids moléculaire
unlque
riche en plaquettes [l l] I On peut donc admettre qu'une héparine doit sa capacité
antithrombotique à sa faculté de diminuer ra quantité de thrombine fbrmée enplasma coagulant [voir aussi l2]. on démontre ici que, pour les héparines naturelles,leur pouvoir anticoagulant est davantage lié à leur capacité à inactiver la thrombine
taIIa) naissante plutôt qu'à leur capacité à inhiber sa lormation, par I'inhibition dela conversion de la prothrombine (aXa). Seul le pentasaccharidà synthétique doit
son activité antithrombotique excrusivement à son pouvoir anti-Xa.
on en conclut qu'exprimer les doses d'héparine naturelle à administrer au patient,
en < unités anti-Xa )) ou en mg est moins rationnel que de les exprimer en < unités
anti-thrombine >. Ainsi cela faciliterait Ia comparaison des héparines (HNF etHBPM) entre elles.
Il apparaît donc clairement que, pour ra pratique clinique, le mécanisme d,actiond'un anticoagulant importe peu. Il est beaucoup plus important qu,une antrcoagu_lation stable soit obtenue. plus le poids moléculaire d'une héparine est bas (entre Mr5 000 et 25 000) plus grandes sont sa demi-vie dans la circulation et sa biodisponi-bilité et en conséquence plus stable est l'anticoagulation obtenue. Notons queI'activité relative aXa (comparée à une héparine standard) s,accroît quand le poids
moléculaire baisse. Ainsi_l'activité aXa, bien que sans importance pour le méca_
nrsme d'action, révèle t-elle les héparines ayant des p.opriété, phaÀacorogiques
tàvorables.
L'importance cruciale de I'inhibition de ra génération de ra thrombine pour rathérapeutique de la thrombose et la réponse constante du test de génération dethrombine à I'action des. héparines de quelque nature que ce soit et indépendam-
ment de leur mode d'action nous ont incitésà développer un test de génération dethrombine. ce test complètement automatisé (Thrombogramme) "pouuant être
es
I
3t
l -
:S
t -
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exécuté en grand nombre (de I'ordre de 100 par heure) en routine hospitalière
pourrait constituer un outil important pour le diagnostique de la thrombose et pour
la surveillance de son traitement.
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DISCUSSION
M. Gabriel BLANCHER
Dispose-l-on actuellement d'un testfacilemeil ulilisable pernrctlant de déceler les indiridus
et les populations à risque en malière de thromboses artërielles et reineuses .'
Depuis peu nous disposons du Thrombogram. C'est un test de génération de thrombine
qui peut être obtenu avec un débit de -100 échantillons plasmatiques par heure ce qut
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pÈrmet donc son utilisation en ïou.tine_crinique. Les données obtenues dans des condi_ti<ons diverses (hémophilies, utilisation de coniraceptirs oraux, traitements antithrombo-t,qrr.s elc.) indiquent que re Thrombogram est capïbre d" déË;;;l;'ioi-. o.r,yp*a d\per- coagurabirité, congénitare-ou u"qui*, et donc les tendances à ra thrombose!1ilnme les tendances au saignement. Il permèt aussi de surveiller les effets des médica-mens adminisrrés au patient dans un but préventif ou trterup""iiq;; 
*--
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